
 

 

 

 
   

 در سرم انسانIgE  گیریاندازهکیت 

IgE ELISA Kit 96t  
Cat. No: 5724-96 / Rev: C3 (1402/09/22) 

 
 :مقدمه

  ش یو افزا  هابا سلول  زاعامل حساسیتتماس    جهینت  ها دریاز آلرژ  یاری بس

م   IgE  میزان ماست  IgE  یهابادی آنتی .  دهدی رخ  سطح  و سلبه  ها 

 متسعمواد    ریو سا  نیستامیه  رها شدن  هبجر  ن م  وشده  متصل    هال یف بازو

  . گرددی م   کی آلرژ  هایواکنش جادی سبب ا  تیدرنهاکه   شوندی کننده عروق م 

اساس، این  به در  IgE   میزان  گیریاندازه   بر  گسترده سرم  در   ایطور 

گیری اندازه   .رود می   ارکهب   یانگل   یهاعفونت و    کیآلرژ  هایواکنش   صیتشخ 

IgE  بالینی آن  تظاهرات    بینیش یو پ نوزاداندر   یرژلآ هیل او  صیشخبه ت  تام

  ش یشروع به افزا  یآرام به  یدر دوران کودک  IgE  سطح.  استمؤثر    ندهیآ  در

زندگ می  دوم  دهه  در  و  بالاتر  یکند  م  نیبه  افزای حد  توجه   ش یرسد.   قابل 

افراد    IgEسطح   همچنیتحساسدارای  در  م  نی،    س زیلویآسپرژ  لوما،یدر 

د  یگل نا  تونفع  هدور  و  یویر کیت،   شود.می   دهی فعال  این  کاربرد  حیطه 

 در نمونه سرم انسان به روش الایزا است. IgEگیری کمی سطح اندازه 
 

   :اصول آزمایش

 تحرکبی در این روش،    . طراحی شده است  زایالا  ساندویچ  هیتست بر پا  نیا

ایمنی   در   هدش   تبیتث  استرپتاویدین  بین  واکنش  توسط  سازی کمپلکس 

با .  گیردمی   صورت  IgE  ضد   مونوکلونال بیوتینیله    بادیآنتی   و  کهاچ  کف

  بادی آنتی و    بیوتینیله  بادیآنتی در معرض    ژنآنتی   حاوی  سرمقرار گرفتن  

 هیچ  بدون  هابادی آنتی   و   ژنآنتی   بین  واکنش  ،(HRP)  آنزیم  به  متصل

 متصل  هکچا  کف  به  ایمنی   هایکمپلکس   و  گیردمی  صورت  رقابتی

  افزودن   با  ها،چاهک   شستشوی  و  واکنش  رسیدن  تعادل  به  از  سپ.  دنشومی 

متوق سپس  و    (HRP  می آنز  یسوبسترا)  رنگزامحلول    ،کننده ف محلول 

 450موج  شود که بیشترین جذب نوری را در طول محصول نهایی تولید می 

  ظت غل  با نوری  جذب شدت نتیجه در و شده ایجاد رنگ میزان  نانومتر دارد.

IgE  میزان    تیدرنها.  دارد  تقیمسم   ط ارتبا  مرسIgE    کمک    هاونه مندر به 

 .  گرددی ممحاسبه منحنی استاندارد 
 

 : تت کیای ومحت

  .شدهتثبیت تستی حاوی استرپتاویدین  96 تیکروپل یم( 1

،  50،  25،  5،  0هایبا غلظت  ویال  شش  :(IgE Cal A-F)های  کالیبراتور  (2

   .سانسرم ان از هشده . تهیIU/mL 400و 150

آنوک  (3   11ویال  یک  :  (IgE Enzyme Conjugate)ی  مزینژوگه 

 در بافر.   HRP میز نی متصل به آبادی آنتی حاوی تریلی ل یم

 

بژکون  (4  ی تریلی ل یم  11  الیو  کی:  (IgE Biotin Conjugate)  ینی وتیوگه 

   .در بافر بیوتین متصل به یبادی آنتحاوی 

 . یتریلی ل یم 20ویال  یک: (Wash Solution-50X)و محلول شستش (5

 . یتریلی ل یم  5/6ویال یک :  A (Substrate Solution A)اگزرنمحلول  (6

 . یتریلی ل یم  5/6 ویالیک  :B (Substrate Solution B) اگزرنمحلول  (7

 . یتریلی ل یم 12 ویالیک  :(Stop Solution) ول متوقف کننده واکنشمحل (8

   .یتریلی ل یم 5/0 ویال : (Control Level 1) یک حسط محلول کنترل( 9

 . یتریلی ل یم 5/0 ویال : (Control Level 2) سطح دو محلول کنترل( 10

 . یتچسب مخصوص پل بر (11

محلول1توجه   کلیه  دمای  :  در  سانتی   8تا    2ها  شوند.  درجه  نگهداری  گراد 

 ت.کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری اسمحلول متوقف 

 ه است.دش جدر COAر د هار کنترل : مقادی2توجه 

 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت:  

 . )فیلتر مرجع( نانومتر 630و  450ر تل ر پلیت دارای فیگخوانش  ( دستگاه1

 ( سمپلر کالیبره. 2

 . ر دیونیزهطب مق( آ3

 

 از کیت:  اط در استفادهتیحا

 زا  لذا  است؛دیده  گربیه  کیت تعن  میه  در  هی استفاد( محتویات این کیت برا1

مش ستا ک فاده  سایر  با  شماره یتترک  یا  و  خود ها  جداً  دیگر  ساخت  ری  ادهای 

 د. کنی

خ هایی که تاریضاء کیت پایدار هستند. از محلول ن انقها تا زمال( کلیه محلو2

 کنید. ه است استفاده نتها گذشضاء آن انق

 . نگیرندقرار  یممستق  روندر معرض ها ( توجه فرمایید محلول 3

اا  ب  تمحتویات کی(  4 از نظر منفی بودن  منشاء  و    HBs Ag  ،HIV1/2نسانی 

HCV    د  لیو  اند؛هشدبررسی قطعی  منفی  رتشخیص  تما   مورد  عوامل بودن  م 

ر نیست.  پذیشگاهی امکان یی متداول آزماهاوش زا با استفاده از رماری عفونی بی

  م امیات کیت، تمحتو  زایییبیمار   و  گیود آل  لتن احتمان، با در نظر گرفبنابرای

 . های ایمنی انجام شودبق با دستورالعمل مایش باید مطاراحل آزم

دستک استفاد  (5 از  عی ه  و  هنگام  کنش  الزا  در  است.  کار  با می  کار  هنگام  در 

فرمایید دقت  م  کیت  بر  که  یا سایررحتویات آن  ریخته   وی صورت  بدن    نقاط 

   .نماییدی لوگیرجداً جمخاط   یرو سا نا هواد با دنشود. از تماس م

بمن  (6 سمپلرهای  هاچاهک   ،هاکنترل   ماران،یونه  سر  با  و  شده    د یاستفاده 

نظر    ینوعف  یپسماندهاان  عنوبه شودر  با  و    ندگرفته  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند. اء امح  یعفون یپسماندها

 

 

 

 نمونه: و نگهداری زیساهآماد، آوریع جم

برای  (1 مناسب  فر  است.م  سرایش  آزم  ینا  نمونه  بودن  هنگام  ه ب  دناشتا 

خون ه  نمون.  دودست آمده تأثیرگذار خواهد بگیری در درستی نتایج به نه نمو

گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از استاندارد خون از تکنیک    هاستفاد  با

( خون  کامل  شدن  سلولدقیقه   60تا    30لخته  از  جد(  خونی  شود.  های  ا 

  .د یاستفاده نکن زیلو مهو  کیم یپل ک،ی کتریا یاهه نمون زا حتی الامکان

 کنند،ی م  تفایرا در  (mg/day 5˃)  نیوتیاز ب   ییکه دوز بالا  ی( در افراد2

در  8حداقل    دیاب  یریگنه ومن از  ب  نیآخر  افتیساعت پس  انجام    نیوت یدوز 

 شود. 

ای اتاق دمر  روز د2تا    هااشد. نمونه کاملاً بسته ب  ها بایدنمونه  ب ظرفدر  (3

ماه در دمای    سهاکثر تا  دگراد و حنتی جه سارد  8  ات  2ی  ماد  روز در  14  تا  و

استفاده هسدرجه سانتی   -20 و  نگهداری  قابل  از  نت گراد  و ذوب  منجمد  د. 

 . دداری کنیدها خوه رر نمونمک نکرد
 

 ها:سازی و نگهداری معرف آماده

آماده 1 شس (  محلول  نگهداری  و  م یمیل   20حجم    تشو:سازی  از  ل حلولیتر 

ب  (50X)ستشو  ش مقطر  لیلی م   980  هرا  آب  از  دیتر  پس  و  اضافه  یونیزه 

دمای  سازآماده  در  سانتی   8تا    2ی  نگهدادرجه  صو  کنید.  یرگراد  رت در 

گراد  درجه سانتی   37را در بن ماری    شو، آن لول شست ب در محسور  مشاهده

م  صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  در  قرار  کدورت  محلول شاهده 

 . د ینک اری ددخو مصرف آن  زشستشو، ا

آما 2 محلوسازده (  رنگزامحلول رنگزا:    لی  حجم   Bو    A  ی های  با  های  را 

( محلول  ر  لیتی میل   2ه  یهت  برای  ل،وان مثاعن)به   مخلوط کنید  (1:1مساوی 

از محلول رنگزامیلی   1آماده مصرف،   به    A  یلیتر  از محلول میلی   1را  لیتر 

باضافه ک  B  ینگزار و  ادم ر  د  دقیقه  10مدت  ه نید(  اریات  وق  اتای  کوبه نکی 

یا کدورت در محلول رنگزا، از مصرف   صورت مشاهده رنگ آبی و  ر. دکنید 

 یید. فرما یآن خوددار
 

   :روش انجام آزمایش

دمای  ها به شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه   از  قبل

ها ر توایبرکال ها وها، کنترل نمونه اند.  سیده گراد( ره سانتی درج 28تا    22اتاق )

 واخت کنید. نآرامی یک  به کردن سر و تهبار  5ا ب را

چاهک   (1 بجام  نابرای    ازین   موردهای  تعداد  و  بردارید  را  قیه  آزمایش 

گیر در کیسه آلومینیومی قرار دهید، درب آن را راه رطوبتهمهبرا    هاک چاه

 نمایید. اد نگهداری گرتی درجه سان 8تا  2بسته و در دمای 

  ی هاهک چا  در  هاو کنترل   اهونه نم  ،ها ورراتلیباک  از  تری لور کیم  25  حجم  (2

بر نظر  از هر  دیزیمورد  که  است  بهتر  صورت  به   کنترل  ای  کالیبراتور،  ونهمن. 

 شود.  ختهیها رهک در چا )دوپلیکیت( دوتایی

 

اضافه   هاکهاچ  مهبه ه  بیوتینی   نژوگهکومحلول    تریل کرویم  100  حجم  (3

 . د یتکان ده یآرام  به زیسطح م یرو هیانث 30 تدم پلیت را به و دیی نما

در    قهیدق  30مدت  و به  دی بپوشان   تیبرچسب مخصوص پل   ها را باچاهک  (4

 . دییاتاق انکوبه نما یدما

آسپیراسیون تخلیه کنید. یا  کردن پلیت    ونها واررا ب  هااهک چ  تامحتوی  (5

  ی شوستش  للومحیکرولیتر  م   300  و هر مرتبه با  هبتمر  3ها را  سپس چاهک 

آماده   شدهده  آما  معرف )بخش  بفرمایید(سازی  مطالعه  را  اگر   ها  بشویید. 

ی پلیت را آرامبه ای شستشو  شود در انتهی دستی انجام م  صورت به شستشو  

دور  رب رطستمی  و  نظومبه   بزنید.یر  گوبتال  مناسب  شستشوی  انجام  ر 

ام  اقد  1کتشر  تسایوب  درشده    ها، مطابق با فیلم قرار دادهاستاندارد چاهک 

 نمایید. 

ه  ی میآنز  نژوگهکومحلول    تری لکرو ی م  100  حجم  (6 اضافه    هاچاهک   مهبه 

 . دیکن ی مرحله خوددار نیا در تیپل  دادناز تکان  .دیی انم

در    قهیدق   30مدت   و به  د ین بپوشا  تیبرچسب مخصوص پل   ها را باچاهک   (7

 . دییااتاق انکوبه نم یدما

 شستشو دهید.  5  و مطابق بند نیدیه کرا تخل ها چاهک محتویات  (8

 یسازه  آماد  آماده شده )بخش  یاز محلول رنگزا  تری کرولیم  100حجم    (9

مدت را به  تیو پل   .دیزیبر  هاهک تمام چا  ن( درو د ییها را مطالعه بفرما معرف 

  ن یا  در  تیپل   دادناز تکان  .  دی کنانکوبه    یکیاتاق و تار  یدما  در  قهیدق  15

 . دی کن یرمرحله خوددا

ها چاهک   تمامکننده واکنش به  از محلول متوقف   تریل کرویم  50  محج  (10

 یرنگ آب   تا تمام  دی تکان ده  یآرامبه   هینثا  20مدت  به   اپلیت ر  و  دیاضافه کن 

 شود.  لیزرد تبدآن به 

نور  مقدار  (11 طول   یبرا  را  یجذب  در  چاهک  با    450موج  هر  نانومتر 

کردن    متوقف  بعد از  قهیدق  15  ر تاداکثح  tinPoint to Po  روشاز  ده  استفا

طول )د یبخوان  واکنش  . ( دیکن   تفادهاس  انومترن  630تا    620رفرانس    موجاز 

آورده   ریبه عنوان نمونه در ز  تیک  نیا  کالیبراتورهای  ان جذب و نمودارمیز

 شده است. 

 

 

  

 

 

 

 

 
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(IU/mL) 

Cal. A 
A1 0.019 

0.021 0 
B1 0.023 

Cal. B 
C1 0.076 

0.08 5 
D1 0.084 

Cal. C 
E1 0.301 

0.307 25 
F1 0.313 

Cal. D 
G1 0.564 

0.572 50 
H1 0.580 

Cal. E 
A2 1.460 

1.472 150 
B2 1.484 

Cal. F 
C2 2.588 

2.6 400 
D2 2.612 

 

.%20http:/www.idealdiag.com/Training.aspx


 

 

 

 
   

 

 
 
 
 
 
 
 
 

  IgE الایزای تست  برای مقادیر مورد انتظار
این  م  ، کیت  کنندهتولیدشرکت   انتظار برای  مورد  به    آزمایشقادیر  زیر را  قرار 

است.   کرده  مقادیر  اگرچه،مشخص    توسط  نظر  موردآنالیت    رایبباید    این 

 گردد.  تعیین آزمایشگاه 

 
 

 

 

 
 

 یفیهای کنترل ک امترپار

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-ررسی دقتب (1

ارزیابی  دوردرون   دقت نتای  رارتک  با  سرم  جپذیری  نمونه  سه  از  با    حاصل 

برای  بار تکر  20کاری )در یک نوبت  ح کنترلطسه س  و  متفاوت  ی هالظتغ ار 

 .است CV˂10% یشن آزماایش در رد. معیار پذیسی شر( برهننموهر 

 
 

 

 

 

 

 

 (Between Run)دور نیآزمون دقت ب-( بررسی دقت2

بین سه  دوردقت  از  حاصل  نتایج  پذیری  تجدید  ارزیابی  سرم  نم  با  با  ونه 

بار تکرار برای هر    5)کاری  نوبت  4در    ح کنترلطسسه    و  های متفاوتتغلظ

 CV˂10%یشن آزمادر ایش  ریذار پی عم   ی( انجام شد.کارنمونه در هر نوبت

 است.

 

 
 

 
 

 

 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3

این   آزمون،در  هر  ازاء  به  سرم  آزمایش  نمونه  نسبت  دو  یکدیگر    به  با  مساوی 

در    رشیپذ  اریمع   .گیری شدهدر آن انداز  IgEغلظت    نهک نمویعنوان  یب و به رکت

 ست.نتظار اا دمور  جهی تنه نسبت ب Bias˂10% ش،ی آزما نیا

 

 

 

 

 
 (Linearity)آزمون خطی بودن -یدرسترسی ( بر4

های مختلف نمونه سرم برای تعیین خطی بودن ر رقت د  IgEظت  غل در این تست،  

 است.  Bias˂10% ش یماآز  نیدر ا رشیپذ اریعم  گیری شد.ازه ندکیت ا

 

 
 
 

  (Comparison of Methods) هاسه روش مقای  -( بررسی درستی5

بر مقادیر    100در    IgEن  میزا این کیت،  نتایج    درستی  سیرجهت  با  نمونه سرم 

نرمال مقا  گیریدازه انبالا    و  پایین،  مرجع  کیت  با  آن  نتایج  و    یب رضو    یسهشد 

 998/0،  سونپیر  روش    کیت، بر اساسو  د   از  آمده  دستبه  نتایج  بین  یهمبستگ 

 : است ریف شدهتع به صورت زیرمعیار پذیرش برای این آزمایش  محاسبه گردید.

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

 

    (Interference) تبررسی تداخلا( 6

زیر  بر فرمول  رایدرص  ،اساس  تداخلات  دد  قرار   IgE  سنجش  رج  ارزیابی  مورد 

 گرفت:

 

 

 

 دی سریگل یترو   30 تا  نیروب یل یب،  800  هموگلوبین تاآمده    س نتایج بدستبر اسا

 . دنه سنجش ندارنتیجی بر تأثیر تریلی دسبر  گرمیل یم 500تا 

 

 (Cross Reactivity) متقاطعش آزمون واکن-( بررسی ویژگی7

کردن  ن  ای  ویژگی اضافه  با  همبادی آنتی آزمایش  برابر    2  غلظت  با)  خانوادههای 

فیزیولوژیک گرفت.مور  ،سرم نمونه  به    (مقدار  قرار  سنجش  با    د  متقاطع  واکنش 

ناندازه  بیگیری  دو  شده  هفاضااده  م  دوزن  سبت  نیا  IgEز  به  ایجاد  مورد  برای  ز 

   شواکن  دهنده عدم  نشاندست آمده نتایج به   و شد ارزیابی جذب  مقدار  نهما

نوع   ه ببسته  متقاطع )  نشذیرش واکپ  معیار  .های مذکور بودبادی آنتی     متقاطع

شده(  آنالی اضافه  ماده  و  محدوده  ت  در  آنالیت  و    100±10برای  ای  بردرصد 

 درصد است.  25کثر تا ه شده حداماده اضاف

 

   (Sensitivity)( بررسی حساسیت 8

 Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)س  ساا  ریت بکساسیت  ح

(LOB)    فرمول از  استفاده  ومحاسبر  یز   با  با  ارب   ه شد  تعیین    IU/mL  5/0بر 

 . گردید

 
sLOD = LOB + 1.645 SD 

b+ 1.645 SDb LOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability) ( بررسی پایداری9

Accelerated Stability Test  :م  تیکپایداری    بررسی در    4دت  به  هفته 

   .گرادی درجه سانت 37 یدما

In Use Stability Test  :  پایداری در  تیکبررسی  کردن  باز  از    ب پس 

 . گرادی ت درجه سان 4 یهفته در دما 8ها، به مدت محلول 

Shelf Stability Test :یسال در دما 2به مدت  تیعدد ک 8رسی پایداری بر 

 بار  کیهر سه ماه  صورت  تایج بهی نارزیابو    شد  داده  گراد قراری تدرجه سان  4
 در  نظر  وردم  تیک  که  دهدینشان م   یداریاپ  یبررس  لفمطالعات مخت  .اشدبمی 

آزما  رش یپذ  اری مع  .است  داری پا  شدهمشخص   یهازمان  ب  یهاش یدر  ه مربوط 

 .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا  نییتع
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های  ه است با شمارد رگونه مشکل خواهشمندر صورت بروز ه

 تماس بگیرید. (پشتیبانی بخش)بر روی جعبه  مندرج

 

No. 
Sample 
(IU/mL) 

Added 
(IU/mL) 

Exp. 
(IU/mL) 

Obs. 
(IU/mL) 

(%) Rec. 

1 17.35 50.73 34.04 34.85 102.4 

2 50.73 128 89.37 87.52 97.9 

3 128 17.35 72.68 71.26 98.0 

 

No. 
Sample 
(IU/mL)  

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias  

1 14.8 1.6 -2.4 -1.1 -4.9 

2 59.3 2.6 2.0 -1.4 -2.6 

3 184.5 -0.5 3.0 1.3 -1.7 

 

Sample/ 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of 
Repeats 

20 20 20 20 20 20 

Mean 
(IU/mL) 

49.82 105.02 173.13 16.97 110.14 199.2 

SD 
(IU/mL) 

2.46 4.96 8.15 0.74 4.55 8.19 

CV (%) 4.9 4.7 4.7 4.4 4.1 4.1 

 

Sample/ 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of 
Repeats 

20 20 20 20 20 20 

Mean 
(IU/mL) 

16.21 96.03 186.11 17.08 111.20 200.41 

SD 
(IU/mL) 

0.72 4.14 7.63 0.79 5.12 9.04 

CV (%) 4.4 4.3 4.1 4.6 4.6 4.5 

 

Expected value (IU/mL) 

Age value 

0 – 3 Years 0 - 46 

3 – 16 Years 0 - 280 

Adults 0 - 200 

IU/mL × 2.4 = ng/mL 

 

 گر  فزودن آنالیت مداخلها انگین غلظت بعد ازمی -ه گر آنالیت مداخل  دنبل از افزو میانگین غلظت ق

 × 100 درصد تداخل  =
 گرغلظت آنالیت مداخله 


